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(54) Dispositrf du type reacteur a volume variable et procede de culture cellulaire. 

fej) Dispositif du type reacteur destine a mettre en contact 
aes particules solides avec un liquide, dispositif compor- 
tant: 

- une enceinte (5) delimitee par des parois, destinee a se 
remplir dudit liquide et a contenir lesdites particules solides 
en contact avec le liquide, 

- des moyens d'alimentation et d*evacuation du liquide 
(3a, 3b) de I'enceinte, 

caracterise en ce qu'au moins Tune desdites parois (1) de 
I'enceinte peut etre mobile de sorte que I'enceinte a un vo- 
lume variable. 

La presente invention concerne aussi des procedes de 
reactio ou culture a I'aide de ce dispositif (Figure 3). 
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DISPOSITIF DU TYPE REACTEUR A VOLUME VARIABLE ET PROCEDE DE 
CULTURE CELLULAIRE 

La presente invention concerne un dispositif du type reacteur, 
utile pour mettre en contact des particules solides avec un liquide. Lesdites 
particules etant generalement fines, bien que non necessairement, le 
dispositif de l'invention peut constituer un appareii de culture cellulaire en 
milieu liquide, lesdites particules comprenant alors des cellules. Ce 
dispositif comporte une enceinte destinee a se remplir completement dudxt 
liquide et a contenir lesdites particules solides en contact avec le liquide. II 
comprend ainsi des moyens d'alimentation et d'evacuation du liquide de 
I'enceinte et des moyens de retenue desdites particules solides et 
separation d'avec le liquide pour maintenir celles-ci a 1'interieur de 
i'enceinte dans une zone determinee et eventuellement des moyens de 
circulation et traitement du liquide en dehors de I'enceinte. La presente 
invention a egalement pour objet un procede pour realiser la reaction des 
particules avec le liquide, notamment un procede de culture de cellules en 
milieu liquide a l'aide d'un tel dispositif. 

Un reacteur de ce type a ete decrit dans la demande de brevet 
Internationale WO 86 05202. Toutefois, le dispositif decrit anterieurement 
ne disposait pas d'un volume variable. Or precisement, dans certains cas, tel 
que la culture d'embryons somatiques de vegetaux, il apparait qu'il peut 
etre avantageux, voire necessaire, d'effectuer une culture a densite volume- 
trique constante de cellules pour avoir un developpement correct des 
embryons ou meme de diminuer cette densite par l'augmentation du volume 
de I'enceinte de culture, en partie a cause du relargage de certains 
composes lors de la maturation des embryons, ces composes pouvant avoir 
un effet stimulateur ou inhibiteur de la maturation. 

Par ailleurs, le reacteur decrit dans la demande de brevet 
precitee comporte, a proximite de la zone de culture, une helice (28) 
destinee a creer une circulation du milieu liquide, de telle sorte qu'elle 
maintienne les particules solides ou cellules en regime de lit fluidise. Or, 
cette disposition comporte le risque de blessure ou d'alteration des 
particules ou des cellules, en particulier si celles-ci s'echappent du lit 
fluidise, par exemple en cas de dereglement ou de dysfonctionnement du 
systeme. 
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Le but de la presente invention est de fournir un reacteur a 
volume variable qui, en outre, pallie aux inconvenients precites du reacteur. 

Pour ce faire, la presente invention fournit un dispositif du 
type reacteur destine a mettre en contact des particules solides avec un 
liquide, comportant : 

- une enceinte delimitee par des parois, destinee a se remplir dudit 
liquide et a contenir lesdites particules solides en contact avec le liquide, 
et 

- des moyens d'aiimentation et d'evacuation du liquide de I'enceinte, 
caracterise en ce qu'au moins l'une desdites parois de I'enceinte peut etre 
mobile de sorte que I'enceinte a un volume variable. 

Dans un mode de realisation du dispositif selon 1'invention 
I'enceinte definit, en partie au moins, un cylindre, ladite paroi mobile de 
I'enceinte etant constitute par une base du cylindre. 

En particulier, I'enceinte definit en partie au moins un 
cylindre qui coopere de fa^on etanche avec un piston lequel peut etre 
depiace a I'interieur du cylindre de maniere a faire varier le volume de 
I'enceinte en fonction de sa position, la base du piston constituant une 
paroi mobile de I'enceinte. 

De fagon appropriee, I'enceinte est constitute d'une colonne 
cylindrique, les moyens d'aiimentation et evacuation du liquide etant situes 
a chaque extremite de celle-ci, 1'une de ces extremites etant constitute par 
ledit cylindre et ledit pi§ton, et le piston inciuant un moyen d'aiimen- 
tation ou d'evacuation du liquide de I'enceinte a l'une des extremites de la 
colonne, un autre moyen d'aiimentation ou d'evacuation du liquide etant 
situe a I'autre extremite. 

Dans un mode de realisation particulierement utile, notam- 
ment pour la culture de cellules, d'agregats cellulaires ou de tissus, le 
reacteur comporte des moyens de retenue desdites particules et separation 
d'avec le liquide pour maintenir celles-ci a I'interieur de I'enceinte. 

Lesdits moyens de retenue des particules et separation d'avec 
les iiquides peuvent consister dans deux grilles dont la maille ne laisse pas 
passer les particules solides, ces moyens delimitant, avec les autres parois 
de I'enceinte, une zone de contact entre liquide et particules solides. 
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Avantageusement, le maiilage des grilles sera choisi 
notamment en fonction de l'un ou piusieurs des parametres suivants, 
accessibles a l'homme de l'art : dimensions et densite des particules par 
rapport au milieu Iiquide, ainsi que vitesse souhaitee de ce milieu, de 
maniere a ce que, dans un mode particulier de mise en oeuvre de 
^invention, on puisse maintenir les particules en regime de lit fluidise. Par 
exemple, dans le cas ou les particules sont des agregats cellulaires 
vegetaux, le maiilage peut etre de 30 microns environ. 

La taiile des particules soiides selon ^invention peut etre 
choisie dans une large gamme. Elie est comprise en general entre 1 M m 
et 5 cm- 
Pour des particules superieures a 20 pm, c'est-a-dire retenues 
par des mailies de 20 pm, les grilles pourront, par exemple, etre 
constitutes par une toile notamment en inox, prise dans un cadre, ou d'un 
disque de materiau fritte tel que de I'inox fritte. 

Pour des particules inferieures a 20 pm, on utilisera plutot, a 
titre de grilles, des membranes de filtration de pores inferieures a ia taiile 
des particules. 

La dimension des mailies ou pores des grilles ou membranes 
respectivement, sera, selon ^invention en general, de 0,5 pm a quelques 
millimetres, par exemple 5 mm. 

Dans un mode de realisation particulier, ladite paroi mobile, 
notamment la base du piston, incorpore un moyen de retenue des particules 
soiides et de separation du Iiquide, notamment de type grille telle que 
decrite ci-dessus. 

De fagon appropriee, dans le dispositif selon l f invention, 
l'enceinte peut etre constitute d'une colonne cylindrique comportant une 
paroi cylindrique et deux parois d'extremites formant les bases dudit 
cylindre, ces dernieres comportant des grilles permettant Pentree, la 
circulation et la sortie du milieu Iiquide de Tenceinte, mais retenant les 
particules a Pinterieur de ^enceinte, Tune au moins de ces deux grilles 
etant mobile. 

Dans un mode particulier de realisation du dispositif selon 
Invention, l ! enceinte comporte une ouverture obturable pratiquee dans sa 
paroi, permettant ^introduction de particules dans I'enceinte, ou encore 
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1'introduction, ou le prelevement, partieile ou totale du milieu contenant 
les particules solides. Le cas echeant, on preferera que iadite ouverture 
communique avec l'interieur de i'enceinte uniquement lorsque I'enceinte 
atteint un certain volume, en particulier lorsque le volume de I'enceinte est 
maximum. Ainsi aucune perturbation ne risque de se produire au niveau de 
iadite ouverture au cours du processus de culture ou de reaction mis en 
oeuvre avec des volumes d'enceinte inferieurs. 

En general, le dispositif selon 1'invention comprend des 
moyens de circulation et traitement du iiquide en dehors de i f enceinte, 
comportant notamment une canalisation, une pompe de preference a debit 
variable et de preference encore etant du type permettant d'inverser le 
sens du courant du milieu iiquide, et eventuellement un recipient formant 
reservoir de milieu Iiquide, et des pinces d'isolement situees respective- 
ment a 1'entree et a la sortie de I'enceinte et dudit recipient. 
15 En particuier, ledit recipient peut comporter differents 

moyens pour controler, modifier et/ou homogeneiser la composition du 
milieu Iiquide, teis que par exemple des capteurs mesurant la temperature, 
le pH ou la concentration des gaz dissous, et des moyens de prelevement du 
milieu ou d'addition de differentes substances ou compositions telles que 
20 milieu frais ou constituants de ce milieu, sous forme Iiquide, dissoute et/ou 
gazeuse. 

Selon un mode de realisation particulier, le dispositif 
comprend une canalisation suppiementaire, munie de preference d'une 
pince d'isolement, permettant de realiser une boucle de circulation du 

25 milieu Iiquide, Iadite boucle incluant I'enceinte et la pompe, mais isolant 
le recipient precite formant reservoir. 

Suivant un autre mode de realisation particulier, le dispositif 
selon l'invention comporte en outre, notamment au niveau dudit recipient 
formant reservoir, des moyens permettant de soutirer, en aiternance ou en 

30 continu, au moins une partie du milieu et de traiter celui-ci, notamment 
pour realiser i'extraction de substances, en particulier celles initialement 
incorporees dans le milieu, ou celles produites lors de Pincubation du 
milieu avec lesdites particules, et permettant optionnellement de recycier 
a l'interieur du dispositif, notamment dans le recipient formant reservoir, 

35 le milieu preieve, apres le traitement precite. 
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En particulier, les moyens precites comprennent avantageuse- 
ment une ou plusieurs colonnes d'extraction, disposees en serie ou en 
parallele, contenant un support chromatographique approprie. 

On comprend que, iorsque les particules constitutes par 
exempie de cellules ou d'agregats cellulaires, sont en suspension, on puisse 
realiser leur agitation par le biais de la circulation du milieu liquide. De 
maniere a eviter, dans ce cas, que des particules ne se regroupent dans une 
zone du reacteur et ne soient plus en mouvement dans ie liquide, on evitera 
les formes pouvant engendrer des volumes morts. 

La presente invention fournit egaiement un procede pour 
realiser la reaction de particules solides avec un milieu liquide, suivant 
lequel on met lesdites particules solides en contact avec ledit milieu 
liquide au moyen d'un dispositif selon l'invention. 

Suivant un mode avantageux de mise en oeuvre du procede de 
l f invention, lesdites particules solides sont maintenues en suspension, au 
moins par intermittence, dans le milieu liquide, notamment en regime de 
lit fluidise, grace a la circulation de ce milieu au travers de Tenceinte 
precitee. 

Dans un mode de realisation avantageux du procede selon 
l'invention, 1'enceinte est entierement remplie de liquide, mais on peut 
ajouter du milieu liquide en cours de reaction a i'interieur de l ! enceinte 
precitee, en augmentant ie volume de ladite enceinte par depiacement du 
piston, ce qui permet notamment de maltriser a voionte la densite 
voiumetrique desdites particules solides par I'apport de milieu liquide en 
cours de reaction. 

De plus, dans un mode de realisation du procede de 
l'invention, on fait circuler le milieu liquide de fa^on continue ou 
intermittente a travers i'enceinte, eventuellement en inversant le sens de 
circulation regulierement ou non, afin d'obtenir notamment une meilleure 
agitation, ainsi qu'une bonne repartition des particules en suspension dans 
Tenceinte et, si necessaire, de decolmater les moyens de retenue precites, 
notamment les grilles. 

Comme on i f a mentionne, Iorsque le dispositif comporte a 
Texterieur de l'enceinte des moyens de circulation comprenant des moyens 
de prelevement du milieu et des moyens d'addition de milieu frais, on peut 
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renouveier partiellement ou entierement le milieu liquide en cours de 
reaction. 

Selon ^invention, le controie et la mesure de tous les 
parametres de la reaction (temperature, teneur en teneur en C0 2 , 

evolution des teneurs des composes du milieu, etc..) se fait hors de 
I'enceinte et ce au cours de ia reaction. 

Suivant une autre caracteristique du procede de ^invention, on 
peut realiser en cours de reaction, en continu ou par intermittence, 
1'extraction de substances presentes dans le milieu liquide, soit qu'elles y 
avaient ete initiaiement incorporees, soit qu ! elles y ont ete produites au 
cours de ia reaction, grace aux moyens decrits precedemment, permettant 
de soutirer, traiter et/ou recycler une partie du milieu. 

Suivant un mode de realisation particuiier, les particuies 
precitees sont constitutes en totalite ou en partie de matiere vivante, 
l'autre partie pouvant etre, dans le dernier cas, constitute d ! une matiere 
inerte, avantageusement une matiere generalement utilisee par 1'homme de 
Part comme support ou materiau d ! immobilisation, en particuiier 
d'inclusion, de ladite matiere vivante. 

La matiere inerte, en particuiier ceiie destinee a etre utilisee 
pour immobiiiser ladite matiere vivante, peut etre par exemple constitute 
d'une matrice de polymere, tel qu'un polyacrylamide, d'un gel ionotrope, tel 
qu'un gel de carraghenane, ou un gel d f aiginate de calcium, d'une proteine 
a haut poids moleculaire, telle que du collagene sous forme de micro- 
eponge, ou de verre, de preference sous forme de biiles poreuses. 

La matiere vivante precitee peut etre composee de cellules, 
telles que des cellules eucaryotes ou procaryotes, notamment des 
microorganismes teis que bacteries, moisissures, levures, eugienes, 
micro-algues, des cellules de piantes, des cellules animales, des agregats 
cellulaires differencies ou non, tels que des "TIL" (Tumour Infiltrating 
Lymphocytes), des embryons vegetaux, ou des organes vegetaux tels que des 
racines, tubercules, nodules organogenes, des plantules telles que des 
micropopagules ou des protocormes, en particuiier protocormes d'orchidee. 

En particuiier, pour la mise en oeuvre du procede de 
Pinvention, on pourra utiliser des microorganismes de type floculant. 
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Toutefois, lorsque la matiere vivante est composee d'elements de tres 
petite taille, tels que des cellules isolees, des microorganismes, notamment 
des levures ou des bacteries, il est generalement prefere, pour la mise en 
oeuvre du procede de ^invention, d'immobiliser d'une maniere appropriee 
connue de 1'homme de l'art, par exemple par inclusion, lesdits elements au 
moyen d'une matiere inerte telle que precedemment definie. 

Le procede de ^invention peut en particuiier etre applique a 
un procede de culture, notamment de fermentation le cas echeant, de 
particules constitutes en totalite ou en partie de matieres vivantes telles 
que precedemment definies, en milieu de culture liquide, suivant lequel l'on 
met les particules precitees en contact avec ledit milieu de culture liquide 
dans une chambre de culture, I'enceinte constituant ladite chambre de 
culture, lesdites particules solides comprenant les particules precitees, et le 
liquide etant ledit milieu de culture desdites particules* 

Le procede de culture selon la presente invention peut etre 
applique avantageusement pour la production d'embryons somatiques de 
piante, en particuiier de vigne et de rosier. 

Un avantage de ce type de procede, notamment applique a la 
culture d'une matiere vivante telle que precedemment definie, en 
particuiier cellules, agregats cellulaires, embryons de vegetaux, organes 
vegetaux ou plantules, est de pouvoir s'affranchir de Iteration du milieu 
liquide directement dans la chambre de culture. En effet, des moyens 
d'aeration tels que des cartouches d'oxygenation, peuvent etre integres aux 
moyens de traitement du milieu de culture lors de la circulation a 
25 Texterieur de la chambre de culture. 

En ce qui concerne plus particulierement les "TIL", on precise 
qu'au cours de leur preparation il y a un stade dans lequel ils se presentent 
sous forme de particules "pellets", obtenues apres 7 jours de culture. Ainsi, 
au stade "pellets", les TIL peuvent etre introduits dans le dispositif de 
l'invention, pour une production de masse. La possibility qu'offre le 
dispositif de pouvoir fonctionner avec un tres faibie volume de milieu, 
surtout lorsque le recipient formant reservoir est mis hors-circuit, est ici 
particulierement avantageuse car le milieu de culture est a un prix tres 
eleve. 
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Seion encore un autre mode de mise en oeuvre du procede de 
^invention, iesdites particules solides peuvent etre des particules 
constitutes d'une substance active, en particular une enzyme, immobiiisee 
sur un support soiide, selon un procede quelconque, connu de i'homme de 
5 I'art, a faire reagir avec une ou piusieurs substances contenues dans, ou 
constituant, le liquide. 

On peut aussi appliquer ie procede selon l»invention,n a la 
transformation de molecules par des cellules vegetales ou animales ou des 
microorganismes iorsque lesdistes molecules sont comprises dans le milieu 
10 liquide. 

Le procede selon 1'invention peut etre aussi applique dans des 
procedes de reactions cataiytiques, en particulier iorsqu'un reacteur a lit 
fiuidise est requis, iesdites particules consistant dans un catalyseur. 

Par le procede selon l'invention, on peut effectuer la 
production de molecules, telles que des proteines, des polyphenols, des 
terpenes, des alcaloides, des sterols, des retinoides ou des vitamines. 

D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention 
apparaitront a la lumiere de la description detaiilee qui va suivre, donnee 
uniquement a titre d'iilustration et qui ne sauraxt par consequent limiter 
20 d'aucune fagon la portee de ^invention. 

La Figure 1 represente un schema general d ( un dispositif selon 

^invention. 

La Figure 2 "represente un mode de realisation des moyens 
d'extraction permettant 1'extraction et la separation de substances du 
2-5 milieu liquide. 

La Figure 3 represente, en coupe, un mode de realisation de 
Tenceinte du reacteur. 

Un dispositif plus particuiierement adapte a la culture 
cellulaire, mais non exclusivement, est decrit sur ies Figures 1 a 3. 
Dans le dispositif de la Figure 1 sont representes en : 

1 = la paroi mobile de l'enceinte 

la = grille de retenue des particules incorporee a la paroi mobile 

2 = un tuyau et pince d'lsoiement pour pompe de decolmatage 

35 
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3a = le moyen d'alimentation et evacuation du liquide de 
Tenceinte dans le piston de reglage du volume utile 

3b = le moyen d f alimentation et d'evacuation du liquide a l'extre- 
mite inferieure de Tenceinte 

4 - la colonne cylindrique 

5 = Tenceinte a volume variable 

6 = une grille de retenue des particules 

7 = une pince d'isoiement 

8 = une pompe de circulation a debit variable et/ou inversable 

9 = un tuyau de soutirage du milieu 

10 = un recipient formant reservoir de milieu liquide 

11 = un tuyau de retour de milieu 

12 = une pince d'isoiement 

13 = une ouverture obturable notamment pour Introduction de 

cellules dans l r enceinte 

14 = un filtre de sterilisation 

1.5 = une cartouche d'oxygenation 

16a = arrivees de milieu de culture frais, ou differents gaz par 

bullage, tels que 0 2 , CC> 2 , N 2 
16b = homogeneisateur de milieu 
17, 18a, 18b = des pinces d'isoiement 

19a, b, 19-1, 19-2, 19-3 = les canalisations du circuit exterieur a 

1'enceinte 

21 = le piston de reglage du volume 

La Figure I, la colonne cylindrique 4 constituant 1'enceinte 5 a 
volume variable est terminee a chacune de ses extremites par une forme 
conique. La paroi mobile 1 de Tenceinte est constitute par la base du 
piston 21. Le piston coopere de maniere etanche avec I'interieur de la 
colonne cylindrique k par un joint torique 23 (Figure 3). Le piston inclut les 
moyens 3a d'alimentation ou d'evacuation du liquide a i'extremite 
superieure de la colonne 4. A la base de la colonne, les moyens 3b 
permettent egalement Talimentation ou ^evacuation du liquide. Les 
particules sont retenues dans i ! enceinte par des grilles de maille 30p, Tune 
(la) incluse dans la base du piston 21, i r autre (6) a la base de la colonne. 




Dans I'exemple represented aux Figures 1 et 3, lorsque le 
piston est en position ou i'enceinte a son volume maximum, i'enceinte 
communique avec une ouverture 13 permettant ^introduction ou le 
preievement de liquide ou ^introduction de particuies dans I'enceinte. 

5ur la Figure i sont representee des moyens de circulation et 
traitement du liquide en dehors de i'enceinte, comportant une canalisation 
(19a, 19b, 19-1, 19-2, 19-3), une pompe peristaitique 8 a debit variable 
permettant de faire varier le debit du milieu liquide et/ou d'inverser le 
sens du courant. Tel que representee sur la Figure 1, lorsque le liquide 
circule du haut vers le bas a I'interieur de I'enceinte, ii circule a l'exterieur 
par les canalisations (3b, 19a, 19-1, 19-b, 3a), ies pinces 18a et 18b sont 
fermees, ies pinces 7, 17 et 12 sont ouvertes. Lorsque le liquide circule dans 
i'autres sens, on peut faire circuler le liquide par les canalisations en 
derivation 19-3 et 19-2, en passant par le recipient-reservoir 10, dans ce 
cas il faut ouvrir les pinces 18a et 18b et fermer la pince 17. 

Sur la Figure 2 sont representees les moyens conventionnels de 
soutirage, extraction et separation de substances du milieu liquide a partir 
du recipient 10 : 
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un tuyau de soutirage pour extraction de composes du milieu 
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un filtre de sterilisation 


27 




une pompe de circulation a debit variable 
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un robinet a trois voies 
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une colonne* de support chromatographique 
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un robinet a trois voies 
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une pompe de circulation a debit variable 


32 




un filtre de sterilisation 


33 




un retour de milieu apres extraction de composes 



Sur la Figure 2, on peut imaginer que la colonne de support 
chromatographique 29 soit remplacee par plusieurs colonnes differentes, en 
serie ou en paraliele, pour permettre i'extraction alternative de composes 
differents. 

Sur la Figure 3, qui montre un mode de realisation d'une 
enceinte du reacteur adaote en n^rtirni i*=*r a la <~n_i+itr« ^^ir,..i^^ 
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d'agregats cellulaires, d'embryons ou de racines, sont represents en : 

20 = le couvercle de la colonne cylindrique 

21 = le corps du piston 

22 = une hotte cylindrique solidaire du piston 

23 = un joint torique 

24 = un joint plat. 

Sur la Figure 3, le couvercle 20 de la colonne cylindrique 4 est 
amovible, ce qui peut permettre, apres avoir degage le piston, de vidanger 
les particules solides telles que des racines, le cas echeant. 

Sur la Figure 3, la base du cylindre 4 est disposee en butee sur 
la grille 6, elle-meme venant en butee sur un joint plat 24 de facon 
etanche. 

On decrit ci-apres, a titre illustratif, un processus de 
regeneration de production d'embryons vegetaux, ou les dispositif et 
procede selon 1'invention interviennent dans les trois etapes du processus 
suivantes : 

- la multiplication d'agregats cellulaires et/ou de cellules, 

- la maturation des agregats cellulaires en embryons, et 

- la phase de traitement des embryons pour induire leur germination en 
plantes. 

II est a noter que, pour des raisons de simplification, dans la 
presente description et les revendications ci-apres, on designe, par le terme 
"maturation" aussi bien . le developpement d'agregats cellulaires ou 
d'embryons que leur maturation proprement dite, ces deux processus etant 
sucessifs ou plus ou moins simultanes en fonction des conditions de culture 
et/ou des especes vegetales considerees. 
1) Remplissage de l'enceinte en milieu de culture 

L'initiation de la maturation des pro-embryons se fait dans 
80 ml de milieu de culture. Le piston est releve dans la position 
correspondant a ce volume. On ferme les tuyaux 2 et 13. 

La pompe peristaltique 8 raccordee au tuyau de soutirage 9 et 
au tuyau 19a permet le remplissage par le tuyau 3b au bas de la colonne, a 
partir du recipient 10. Lorsque l'enceinte est remplie, le milieu ressort par 
le tuyau 3a puis 19b par le haut. On branche le circuit sur le reservoir de 
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milieu 10 en raccordant les tuyaux 19b et 1 1 et on remplit l'enceinte et 
i'on autoclave le tout 20 minutes a 120°C. Le reservoir contient environ 1 1 
de milieu de type Murashige et Skoog bien connu de 1'homme de 1'art, sans 
hormone de croissance. 

2) Introduction des cellules sous forme d'agregats 

Apres autoclavage, le dispositif est place sous ie flux d'une 
hotte afin de manipuler sterilement. On ouvre les tuyaux 2 et 13 et on 
releve le piston au maximum. On introduit 80 pi de cellules sous forme 
d'agregats par ml de milieu par le tuyau 13 et on rince avec 1 ml de milieu 
sterile. On abaisse le piston au maximum pour eliminer Pair. Puis on ferme 
les tuyaux 2 et 13. On peut alors faire fonctionner la pompe 8 qui fera 
circuler ie liquide dans la colonne 4, ce qui aura pour effet de mettre en 
suspension les fins agregats (200 urn a 500 pm) dans les 80 ml de milieu de 
culture. Avantageusement, on fait fonctionner la pompe 8 en regime de 
15 debit variable, en faisant alterner des periodes de debit important et des 
periodes de debit faible, voire nul, ce qui a pour effet de maintenir une 
agitation au sein des agregats en suspension. En variante, pour apporter le 
minimum de milieu, on peut relier directement 19a a 19b, par 1'interme- 
diaire de la canalisation 19-1, et faire circuler en circuit ferme. ' On 
beneficie ainsi generalement de l'effet positif de certains facteurs de 
croissance. De plus, dans ce cas, il est possible, et meme avantageux, de 
faire fonctionner la pompe non seulement en regime variable comme decrit 
ci-dessus, mais aussi alternativement en sens inverse pour ameliorer encore 
l'agitation au sein des agregats. 
25 3) Culture des embryons somatiques 

Au bout de quatre jours de culture, le volume de la culture est 
augmente en relevant ie piston de quelques centimetres. On procede ainsi 
pendant 12 jours en augmentant chaque jour le volume de 30 ml environ 
pour atteindre un volume final de 450 a 500 ml (volume maximum de la 
chambre). On peut egalement, deux a trois fois au cours de la culture des 
embryons, renouveler compietement le milieu en vidant la colonne et le 
reservoir et en reaiimentant le recipient 10 de milieu de culture frais par 
le tuyau 16a. On procede comme pour vider et arreter le circuit, comme 
indique ci-apres. 

35 
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4) Arret de la culture des embryons somatiques 

Apres avoir ouvert le tuyau 2, on effectue le pompage du 
milieu contenu dans la colonne vers le reservoir avec la pompe 8 ; la 
chambre 5 se vide de milieu et les embryons se deposent sur ie filtre 6 
(grille) au bas de la colonne 4. On devisse et souleve la colonne * (Figure 3) 
steriiement. On recupere ie filtre 6 et les embryons qui se sont developpes, 
et qui possedent racines et cotyledons. II est maintenant possible de les 
separer et de les repiquer un par un sur un substrat approprie. 
Analyse comparative : 

1) Premiere etape : multiplication des agregats ceiiulaires. 

Dans le systeme traditionnel de culture, I'ensemencement est 
realise a une densite de 20 pi de cellules par ml, dans 80 mi de milieu, 
dans un erien de 250 ml. Apres 15 jours de culture, la densite est de 80 
microlitres par ml. A cette densite, le f ractionnement en k erlens est 
necessaire, sinon il se produit une necrose des cellules. Cette operation 
est manuelle, et le risque de contamination microbienne est important. 

Grace au procede du dispositif de ^invention, a l'aide du 
piston mobile, il est possible de ramener la densite a 20 pi d'agregats 
ceiiulaires par ml de milieu en ajoutant automatiquement du milieu de 
culture sans risque de contamination exogene, ce qui est un atout 
indispensable pour une mise en oeuvre industrielle. 

2) Deuxi eme etape = maturation et passage du stade agregat ceilulaire au 
stade embryon en forme* de coeur. 

Dans le systeme traditionnel, la densite de depart est de 1 a 
2 pi de cellules par mi, et atteint kO pi d'agregats ceiiulaires par ml apres 
15 jours de culture (dans un erlen de 250 ml, contenant 80 ml de milieu). 
Or, il est necessaire durant les 15 jours de maturation, de rester a une 
densite de 1 a 2 pi de cellules par ml, sinon il y a blocage du 
deveioppement des cellules en embryons. L'apport manuel frequent de 
milieu compiementaire n'est pas envisageable en application industrielle. 

Par ailleurs, les cellules peuvent relarguer dans le milieu des 
inhibiteurs de type proteique et autres, qu f il est problematique d f eliminer 
de Terlen. 
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Le procede et dispositif de Tinvention permettent de 
maintenir la densite volumetrique d'agregats cellulaires comme on i'a vu et, 
en outre, le couplage d'un systeme de filtration approprie (25 a 33) sur les 
circuits de circulation exterieurs a la chambre de culture 5 permet 
d'eliminer periodiquement ou en continu les molecules du type inhibiteur. 
3) Troisi eme etape : passage du stade coeur au stade embryon ayant une 
racine et deux cotyledons- 
Pour avoir un developpement correct des embryons, il est 
necessaire, a cette etape, de remplacer le milieu de culture par un milieu 
different, et ce, progressivement. Cette operation est techniquement 
problematique en erlens. 

L ! interet du procede et dispositif de ^invention est la encore 
determinant. De plus, pour la maturation et le traitement du milieu de 
culture, les precedes et dispositifs de Tinvention permettent de controier et 
de mesurer les differents parametres : CO^ temperature, agitation, 
PH et composition du milieu de culture, sans risquer de deteriorer v ou 
blesser les embryons et les agregats cellulaires. 
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REVENDICATIONS 

1. Dispositif du type reacteur destine a mettre en contact des 
particules soiides avec un liquide, comportant : 

- une enceinte (5) delimitee par des parois, destinee a se remplir dudit 
liquide et a contenir iesdites particules soiides en contact avec le liquide, 

- des moyens (3a, 3b) d'alimentation et d'evacuation du liquide de 
I'enceinte, 

caracterise en ce qu'au moins l'une desdites parois (1) de I'enceinte peut 
etre mobile de sorte que 1'enceinte a un volume variable. 

2. Dispositif seion la revendication 1 caracterise en ce que 
I'enceinte (5) definit, en partie au moins, un cylindre, ladite paroi mobile 
(1) de I'enceinte etant constitute par une base mobile du cylindre. 

3. Dispositif selon l'une des revendications 1 ou 2, caracterise 
en ce que I'enceinte (5) definit, en partie au moins, un cylindre (4) qui 
coopere de fagon etanche avec un piston (21) lequel peut etre deplace a 
i'interieur du cylindre de maniere a faire varier le volume de I'enceinte en 
fonction de sa position, la base (1) du piston constituant une paroi mobile 
(1) de I'enceinte. 

4. Dispositif -selon la revendication 3, caracterise en ce que 
I'enceinte est constitute d'une coionne cylindrique (4), les moyens d'alimen- 
tation et evacuation du liquide etant situes a chaque extremite de celle-ci 
et l'une de ces extremites etant constitute par ledit cylindre et ledit 
piston, le piston incluant un moyen (3a) d'alimentation ou d'evacuation du 
liquide de I'enceinte a l'une des extremites de la coionne (4), un autre 
moyen (3b) d'alimentation ou d'evacuation du liquide etant situe a l'autre 
extremite. 

5. Dispositif selon l'une des revendications 1 a 4 caracterise 
en ce qu'il comporte des moyens (la, 6) de retenue desdites particules et 
separation d'avec le liquide pour maintenir celles-ci a I'interieur de 
I'enceinte. 




6. Dispositif selon I'une des revendications 1 a 5, caracterise 
en ce que iadite paroi mobile (1), notamment la base du piston (21), 
comporte un moyen (la) de retenue des particules solides et separation 
d'avec le liquide. 

7. Dispositif selon Tune des revendications 1 a 6 caracterise 
en ce que I'enceinte est constitute d'une colonne cylindrique comportant 
une paroi cylindrique et deux parois d'extremites formant les bases du 
cylindre, ces dernieres comportant des grilles (la, 6) permettant la 
circulation du milieu liquide dans I'enceinte, mais retenant les particules a 
I'interieur de I'enceinte, l'une au moins de ces deux grilles etant mobile. 

8. Dispositif selon l'une des revendications I a 7 caracterise 
en ce que I'enceinte comporte une ouverture (13) obturabie pratiquee dans 
sa paroi, permettant ^introduction, ou le prelevement, partielle ou totale 
du milieu, ou encore permettant ^introduction de particules dans 
I'enceinte. 

9. Dispositif selon ia revendication 8, caracterise en ce que 
ladite ouverture (13) communique avec I'interieur de l ! enceinte uniquement 
lorsque le volume de celle-ci est maximum. 

10. Dispositif selon l'une des revendications 1 a 9, caracterise 
en ce que le dispositif comprend des moyens de circulation et traitement 
du liquide en dehors de i'enceinte, comportant une canalisation (19-2, 19-a, 
19-b, 19-3), une pompe (8) de preference a debit variable et de preference 
encore etant du type permettant d'inverser le sens du courant du milieu 
liquide et eventuellement un recipient (10) formant reservoir de milieu 
liquide, et des pinces d'isolement (7, 12, 18a, 18b) situees respectivement a 
i'entree et a la sortie de I'enceinte et dudit recipient (10). 

11. Dispositif selon la revendication 10, caracterise en ce que 
ledit recipient (10) comporte differents moyens (16b) pour controler* 
modifier et/ou homogeneiser la composition du milieu liquide, tels que par 
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exempie des capteurs mesurant la temperature, le pH ou la concentration 
des gaz dissous, et des moyens (16a) de prelevement du milieu ou 
d'addition de differentes substances ou compositions telles que milieu frais 
ou constituants de ce milieu, sous forme liquide, dissoute et/ou gazeuse. 

12. Dispositif selon la revendication 10 ou 11, caracterise en 
ce qu'il comprend une canalisation supplemental (19-1), munie de 
preference d'une pince d ! isolement (17), permettant de realiser une boucle 
de circulation du milieu liquide, ladite boucle incluant i'enceinte (5) et la 
pompe (8), mais isolant ie recipient (10) formant reservoir de milieu. 

13. Dispositif selon i'une des revendications 1 a 12, caracterise 
en ce qu'ii comporte en outre, notamment au niveau dudit recipient (10) 
formant reservoir, des moyens (25 a 33) permettant de soutirer, en 
alternance ou en continu, au moins une partie du milieu et de traiter 
celui-ci, notamment pour realiser l'extraction de substances, en particulier 
celles initialement incorporees dans le milieu, ou celles produites lors de 
1'incubation du milieu avec lesdites particules, et permettant optionnel- 
lement de recycler a 1'interieur du dispositif, notamment dans ie recipient 
(10), le milieu preieve, apres le traitement precite. 

14. Dispositif selon la revendication 13, caracterise en ce que 
les moyens (25 a 33) precites comprennent une ou plusieurs colonnes 
d f extraction, disposees en serie ou en parallele, contenant un support 
chromatographique approprie. 

15. Procede destine a realiser la reaction de particules solides 
avec un milieu liquide, dans lequel on met lesdites particules en contact 
avec ledit milieu liquide au moyen d'un dispositif selon I'une des 
reventications 1 a 14. 

16. Procede selon la revendication 15, caracterise en ce que 
lesdites particules solides sont maintenues en suspension, au moins par 
intermittence, dans le milieu liquide, notamment en regime de lit fluidise, 
grace a la circulation de ce milieu au travers de i'enceinte (5) precitee. 




17. Precede selon la revendication 15 ou 16, caracterise en ce 
que l'enceinte (5) est entierement remplie de liquide, et que l'on ajoute du 
milieu liquide en cours de reaction a I'interieur de l'enceinte (5), en 
augmentant le volume de ladite enceinte par depiacement du piston (21), 
ce qui permet notamment de maltriser a volonte la densite volumetrique 
desdites particules solides par i'apport de milieu liquide en cours de 
reaction. 

18. Procede seion I'une des revendications 15 a 17, caracterise 
en ce qu f on fait circuler le milieu liquide de fagon continue ou intermit- 
tente a travers l ! enceinte (5), eventuellement en inversant le sens de 
circulation regulierement ou non, afin d'obtenir notamment une meilleure 
agitation, ainsi qu'une bonne repartition, des particules en suspension dans 
i'enceinte (5), et, si necessaire, de decolmater les moyens de retenue (la, 6) 
precites, notamment les grilles. 

19. Procede selon Tune des revendications 15 a 18, caracterise 
en ce que l'on renouvelle partieilement ou entierement le milieu liquide en 
cours de reaction grace aux moyens (16a) de prelevement du milieu et 
d'addition de milieu frais, precites. 

20. Procede seion Tune quelconque des revendications 15 a 19, 
caracterise en ce que la mesure de tous les parametres de la reaction tels 
que temperature, teneur en tenues en C0 2 et evolution des teneurs 
des composes du milieu, se fait hors de l'enceinte (5), et ce au cours de la 
reaction. 

21. Procede selon l'une des revendications 15 a 20, caracterise 
en ce que l'on realise en cours de reactions, en continu ou par intermit- 
tence, 1'extraction de substances presentes dans le milieu liquide, soit 
qu'elles y avaient ete initiaiement incorporees, soit qu'elles y ont ete 
produites au cours de la reaction, grace aux moyens (25 a 33) decrits 
precedemmentj permettant de soutirer, traiter et/ou recycler une partie du 
milieu. 
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22. Procede selon 1'une des revendications 15 a 21, caracterise 
en ce que les particutes precitees sont constituees en totalite ou en partie 
de matiere vivante, l'autre partie etant, dans le dernier cas, constitute 
d'une matiere inerte, avantageusement une matiere generalement utilisee 
par l'homme de l'art comme support ou materiau d'immobilisation, en 
particulier d'inclusion, de ladite matiere vivante. 

23. Procede selon la revendication 22, caracterise en ce que la 
matiere inerte, en particulier celle destinee a etre utilisee pour 
immobiliser ladite matiere vivante, est constitute d'une matrice de 
polymere, tel qu'un polyacrylamide, d'un gel ionotrope, tel qu'un gel de 
carraghenane ou un gel d'alginate de calcium, d'une proteine a haut poids 
moleculaire, telle que du collagene sous forme de microeponge, ou de 
verre, de preference sous forme de billes poreuses. 

24. Procede selon la revendication 22 ou 23, caracterise en ce 
que la matiere vivante est composee de cellules, telles que des cellules 
eucaryotes ou procaryotes, notamment des microorganismes tels que 
bacteries, moisissures, levures, eugienes, micro-aigues, des cellules de 
piantes, des cellules animales, des agregats cellulaires differences ou non, 
tels que des "TIL" (Tumour Infiltrating Lymphocytes), des embryons 
vegetaux, ou des organes vegetaux tels que des racines, tubercules, nodules 
organogenes, des plantules telles que des micropopagules, des protocormes, 
en particulier protocormes d'orchidee. 

25. Procede selon i'une des revendications 22 a 24, caracterise 
en ce qu'il est applique a un procede de culture, notamment de 
fermentation le cas echeant, de particules constituees en totalite ou en 
partie de matieres vivantes telles que precedemment definies, en milieu de 
culture liquide, suivant lequel l'on met les particules precitees en contact 
avec ledit milieu de culture liquide dans une chambre de culture, I'enceinte 
(5) constituant ladite chambre de culture, lesdites particules solides 
comprenant les particules precitees, et le liquide etant ledit milieu de 
culture desdites particules. 




26. Procede selon Tune des revendications 22 a 25 applique a 
la transformation de molecules par des cellules animales ou vegetales, ou 
de microorganismes, lorsque lesdites molecules sont comprises dans ledit 
milieu liquide. 

5 

27. Procede selon i'une des revendications 15 a 21 caracterise 
en ce que lesdites particules solides sont des particules constitutes d'une 
substance active, en particulier une enzyme, immobilisee sur un support 
solide, a faire reagir avec une ou plusieurs substances contenues dans, ou 

1° constituant, le liquide. 

28. Procede selon I'une des revendications 15 a 24, applique 
dans des procedes de reactions catalytiques, en particulier lorsqu'un 
reacteur a lit fluidise est requis, lesdites particules consistant dans un 

1^ catalyseur. 

' ..V 

29. Procede selon I'une des revendications 15 a 28, applique a 
la production de molecules, telies que des proteines, des polyphenols, des 
terpenes, des aicaloides, des sterols, des retinoides ou des vitarnines. 

20 

30. Procede selon la revendication 25, applique a la production 
d'embryons somatiques de plante, en particulier de vigne et de rosier. 
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